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論 文 内 容 要 旨
1.はじめに
皮膚の面積は成人で平均 1.6m2,重量は約3kg(皮下組織を加えると約9kg)と,体重の約 14%であり,
生体における最大の組織である｡厚さは部位によって異なるものの,1.5-4mmであり,幼児より成人
の方が,また女性より男性の方が厚い｡また,皮膚は組織学的には表皮,真皮及び皮下組織の3層から
構成されており,最も上層に位置する表皮は厚さが0.06-0.2mmで,手掌足底部分では例外的に特に
厚い (厚さ0.6mm)｡さらに表皮は光顕的には4層に分かれており,下から順に基底層,有麻層,頼粒層,
角層と呼ばれている｡表皮の最下層である基底層で分裂したケラチノサイ トは上行しながら分化を進め,
最終的には表層から脱落していく｡その速度としては,基底層から顛粒層までが26-42日と言われて
いる｡
表皮のすぐ下に位置している真皮は乳頭層,乳頭下層及び網状層の3層から成る｡細胞成分としては
線維芽細胞やマクロファージ,肥満細胞及び形質細胞などが存在している｡また,様々な線維 ･基質成
分が存在しており,コラーゲンから成る腸原線維やエラスチンから成る弾力線維,およびヒアルロン酸
やプロテオグリカンから成る基質成分が大量に存在している｡これらは全て線維芽細胞で産生され,皮
膚組織を物理的に支持するだけでなく,細胞の分化や増殖の調節にも関与している｡
皮膚の最も重要な役割は外界からの様々な刺激から生体を保護することであるが,それは同時に皮膚
が様々なストレスにさらされることを意味する｡このような外界からの刺激に皮膚は様々な形で応答し,
液性因子の分泌や細胞の増殖 ･分化のバランスを調節することでその恒常性を維持している｡しかしな
がら皮膚細胞のストレス応答についての分子基盤についてはいまだ明らかでない部分が多い｡本研究で
は皮膚に加わるストレスとして物理的ストレスや栄養ストレス,並びに組織破壊を伴う褐癖についてそ
れぞれ検討し,皮膚を構成しているケラチノサイトや線維芽細胞がどのような機序によってストレス応
答を可能にしているかについて解析を行った｡
2.ケラチノサイト及び線維芽細胞の機能維持におけるビタミンB5の寄与
パントテン酸はビタミンB5ともいわれる水溶性のビタミンの1つで,自然界に広く分布しており,坐
体内での炭水化物 ･脂質 ･タンパク質の代謝や副腎機能の維持に不可欠である｡また,パントテン酸及
びそのアルコール誘導体を内服あるいは皮膚に塗布することで創傷治癒の促進など皮膚機能を高めるこ
とが知られており,真皮においてパントテン酸が線維芽細胞の増殖に関与していることは知られている
ものの,表皮におけるパントテン酸の働きについてはほとんど報告されていない｡そこで本研究ではヒ
トケラチノサイトの株化細胞であるHaCaT細胞を用いて培地中のパントテン酸の欠乏がケラチノサイト
の増殖や分化に与える影響を検討した｡また,線維芽細胞は自身が増殖して真皮層を形成するだけでな
く,様々な液性因子を介して表皮の形成に重要な役割を果たすことやコラーゲンのような線維成分を産
生することで皮膚の弾力性を維持することなどが知られている｡そこで,真皮において支持組織として
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機能しているⅠ型コラーゲンや基底膜の構成成分であるⅠⅤ型コラーゲン,及び真皮で合成され表皮細胞
の増殖を促進する因子であるケラチノサイ ト増殖因子 (KGF)などの発現に対して培地中のパントテン
酸の欠乏が与える影響をマウス胎仔由来線維芽細胞を用いて検討した0
HaCaT細胞を通常培地とパントテン酸欠乏培地で培養し,経時的な細胞数計測及びMTT法により細
胞増殖を測定した結果,パントテン酸欠乏培地群において細胞増殖能の低下がみられた｡また,ケラチ
ノサイ トの分化マーカーとして知られているcytokeratinlOのmRNAの発現量は,パントテン酸欠乏培
地群で増加していた｡一方,線椎芽細胞を通常培地とパントテン酸欠乏培地で培養したところ,特に
IV型コラーゲンのmRNAの発現量がパントテン酸欠乏培地群において低下していた｡さらに,KGFの
mRNAの発現量もパントテン酸欠乏培地群において低下していた｡これらの結果からパントテン酸がケ
ラチノサイ トの増殖や分化の制御に重要な役割を果たしていることが示唆された｡
3.ケラチノサイ トにおける細胞外ATPの生理的役割について
表皮の大部分を占めるケラチノサイ ト(表皮細胞)は最も外側に位置しているため,常に物理的刺激
にさらされている｡一方,ケラチノサイ トを含めた多くの細胞で,物理的刺激を受けることにより,細
胞内のアデノシン三リン酸 (ATP)が細胞外-と放出されることが報告されている｡細胞外-と遊離し
たATPは,オー トクライン及びパラクライン型に作用し,自身及び周囲の細胞に発現しているP2受容
体と総称されるATP受容体を介して様々な生理作用をもたらすことが知られている｡P2受容体はイオ
ンチャネル型のP2Ⅹ受容体と7回膜貫通型のP2Y受容体とに大きく分けられ,p2Ⅹ受容体は7種類,
p2Y受容体は8種類のサブタイプの存在が知られている｡我々は,ヒトケラチノサイ トの樹立株である
HaCaT細胞を用い,P2受容体を介した生理的反応として,サイ トカインの一種であるインターロイキン
6(IL-6)の産生及びその産生機構について解析を行った.
HaCaT細胞をUTPで刺激すると,IL-6のmRNA発現量及び培養上清中のIL-6タンパク質量がそれ
ぞれ上昇したが,この反応はMEK阻害薬であるPD98059を前処理することによって部分的に抑制され
た.またウェスタンブロッティング法により,UTPがextracelularsignal-regulatedkinase1/2(ERKl/2)
のリン酸化を引き起こすことが示された｡これらの結果からUTPによるIL-6産生にERKl/2のリン
酸化が関与していることが示唆された｡さらに我々はUTPによるERKl/2リン酸化及びIL-6産生-
の関与が予想されるシグナル伝達分子について解析を行った｡細胞内ca2十キレ一夕-であるBAPm-
acetoxymethylesterの前処理によってUTPによるERKl/2リン酸化及びIL-6産生は顕著な抑制を受けた｡
さらに,カルシニューリン阻害薬であるFK506及びシクロスポリンAの前処理によってIL-6の産生が
抑制されたことからMEⅣERK経路とは別のCa2+感受性のIL-6産生経路の存在が示唆された.また,
pD98059とFK506及びシクロスポリンAを同時に前処理することでIL-6の産生が無刺激時のレベルま
で抑制されたことから,p2Y受容体を介したIL-6の産生にはERKl/2を介した経路とカルシニューリン
を介した経路とが協調的に作用していることが示唆された｡
以上の結果からHaCaT細胞において物理的刺激に応答して細胞外-のATPの放出が起こること,ま
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た,細胞外のATPはP2Y2/P2Y4受容体を介してIL-6の産生を促進し,その反応にはCa2+感受性の二つ
の経路すなわちEGF受容体のトランスアクチベ-ション含めたERKl/2リン酸化を介した経路とカルシ
ニューリンを介した経路とが存在し,それらが協調的にIL-6の産生を制御している可能性が示唆された｡
4.ラット袴癒モデルにおけるニコチンの影響
世界の長寿国となった日本は,近年の少子化の傾向も相まって高齢者層の割合が増加し続けることで,
将来的には寝たきり状態の老人や長期入院患者の数が増加することが予想されている｡そのため,寝た
きり状態の高齢者が発症しやすい得癖は,全ての医療スタッフが最も遭遇する機会の多い全身疾患の一
つとなりつつある｡臨床研究において,たばこ煙は褐癖のリスクファクターであることが示唆されてい
る｡しかしながら,たばこ煙の褐癒形成促進作用におけるニコチンの寄与については,明らかになって
いない｡本研究では,ラット袴癒モデルを用いて,ニコチンが褐癒形成に及ぼす影響について検討を行っ
た｡また,各種阻害薬を用いることにより,各種炎症関連因子の褐癒形成-の寄与について検討すると
同時に,これらがニコチンの褐癒形成に及ぼす作用のメカニズムに関与しているか否かについて検討を
行った｡
褐唐は除毛したラットの背部皮下にペントバルビタール麻酔下に鉄板の埋め込み手術を行い,その上
から磁石をつけることによって鉄板と磁石とで皮膚組織を挟み込み圧迫を施した｡この圧迫による虚血
(2時間)と,それを外すことによる再還流 (30分間)を繰り返すことで褐癒を形成した｡このラット
褐癒モデルに,各種濃度のニコチン (0.035,0.175,0.35mg/kg/day)を投与し,褐癒形成面積と得癒皮膚
におけるcyclooxygenase-2(COX-2),interleukin-1β(IL-1β),interleukin-6(IL-6),induciblenitricoxide
synthase(iNOS)の発現量にニコチンが及ぼす影響,さらにこれらの反応に対する各種阻害薬の影響につ
いても検討を行った｡褐癒形成面積については,圧迫部位を撮影した画像を基に画像解析ソフトによっ
て褐癒面積を計測した｡また,褐癒部位のmRNAおよびタンパク質発現量の解析については圧迫部位の
皮膚を回収し,液体窒素で一旦凍結させた後にホモジナイザーで粉砕し,それぞれサンプルとした｡
ニコチン (0.175mg/kg/day)は褐癒形成面積を有意に増加させ,さらに袴癒部位において用量依存的に
COX-2,IL-1β,IL-6,iNOSのmRNA発現量を増加させた｡さらに,COX-2阻害薬およびiNOS阻害
薬を用いた検討を行ったところCOX-2阻害薬およびiNOS阻害薬はニコチンによる褐癒褐癒形成促進作
用対して部分的ではあるが抑制する傾向が見られた｡
以上の結果から得癖の形成にはCOX-2やiNOSをはじめとする炎症関連因子が部分的ながらも寄与し
ていることが示唆された｡また,ニコチンが褐癒部位におけるこれらの因子の発現を促進すること,お
よび圧迫による褐癒形成面積に影響を与えることが示唆された｡
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審 査 結 果 の 要 旨
皮膚は外界からの様々な刺激から生体を保護するバリアとして機能しているが,同時に外界からの刺
激に対して液性因子の分泌や細胞の増殖,分化のバランスを調節しで恒常性を維持している｡しかし,
皮膚細胞のストレス応答についての分子基盤については明らかでない部分が多い｡本論文は,皮膚に加
わる物理的ストレスや栄養ストレス,ならびに褐療刺激に対して皮膚を構成するケラチノサイ トや線維
芽細胞のストレス応答の分子機構について詳細に解析した結果を記したものである｡
まず,栄養ストレスとしてパントテン酸欠乏時のケラチノサイ トの応答について解析した｡パントテ
ン酸欠乏培地中でヒトケラチノサイ ト細胞株 HaCaT細胞を培養した結果,増殖能の低下と分化マーカー
であるcytokeratinの発現量の増加が認められた｡また線維芽細胞をパントテン酸欠乏培地中で培養する
とIV型コラーゲンの発現量ならびにケラチノサイ ト増殖因子の発現量が低下することを兄いだした｡
これらの結果からパントテン酸がケラチノサイ トの増殖,分化の制御に寄与していることを示唆した｡
次にケラチノサイ トが物理的刺激により放出するATPが,P2受容体を介してインターロイキン 6ー
(IL-6)を産生することに着目し,その分子機序を詳細に解析した｡HaCaT細胞をUTPで刺激する
と,IL-6の産生が克進するが,この産生増大はMEK阻害薬pD98059,細胞内ca2'キレ一夕- BAPTA-
AM,カルシニューリン阻害薬FK-506およびシクロスポリンAで前処理することにより抑制された｡こ
れらの結果から,UTPによるIL-6の産生にはERKl/2を介した経路とカルシニューリンを介した経路と
が協調的に作用していることを示唆した｡
さらに,ラットの褐済モデルを構築し,ニコチンの効果を解析した｡ラットの背部皮下に鉄板を埋め
込み,その上から磁石を付けることにより皮膚組織を圧迫するモデルで,虚血,再還流を繰り返すこと
により袴癖を形成した｡得癒形成面積と得癒皮膚におけるCOX-2,IL-1β,IL-6ならびにiNOSの発現と,
これらに対するニコチンの効果を検討した｡その結果,ニコチンは袴癒面積を増大させ,褐癒部位にお
ける上記機能蛋白質の発現を増加させた｡さらにCOX-2阻害薬ならびにiNOS阻害薬はニコチンによる
褐癒形成促進作用に対して部分的ではあるが抑制傾向を示すことを明らかにした｡
以上のように本研究の結果,ケラチノサイ トは栄養ストレスや物理的ストレスに対し,増殖 ･分化な
らびに基質成分の産生の変化,あるいはサイ トカイン産生の増大など様々な応答を示し,その分子機構
について新たな知見を得た｡これらの研究成果は皮膚疾患治療薬,皮膚保護薬,化粧品などの開発に新
たな方法論を提示するもので,特に褐唐の予防 ･治療法の開発につながる可能性がある｡よって本論文
は博士 (薬学)の学位論文として合格と認める｡
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